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ABSTRAK

Penelitian bertujuan untuk mengetahui tingkat patogenisitas beberapa bakteri Vibrio yang
diisolasi dari sedimen tambak terhadap udang windu, Penaeus monodon. Penelitian dilakukan di
Laboratorium Basah Balai Penelitian Perikanan Pantai yang meliputi beberapa tahapan kerja yaitu:
(1) Isolasi dan identifikasi bakteri Vibrio dari sedimen tambak, (2) Perbanyakan bakteri vibrio hasil
identifikasi menggunakan nutrient broth, (3) Infeksi buatan dengan bakteri V. alginolyticus, V.
costicola, V. harveyi, atau V. mimicus dengan kepadatan 10?, 104, dan 10° cfu/mL ke dalam wadah
pemeliharaan udang windu, dan (4). Pengamatan perkembangan populasi bakteri Vibrio dan
mortalitas udang windu. Rancangan acak lengkap (RAL) dengan pola faktorial diaplikasikan dalam
pengujian empat jenis Vibrio dan tiga kepadatan berbeda, masing-masing dengan tiga ulangan.
Analisis statistik menunjukkan bahwa pada perendaman 24 jam V. harveyi dengan konsentrasi
10° cfu/mL menyebabkan kematian paling banyak (P<0, 05) dibandingkan perlakuan lainnya. Setelah
perendaman 96 jam, kematian udang akibat perlakuan V. harveyi 10 cfu/mL tidak berbeda nyata
(P>0,05) dengan periakuan V. harveyi 108 cfu/mL dan V. alginolyticus 108 cfu/mL, namun berbeda
nyata (P<0,05) dengan perlakuan yang lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa V. harveyilebih patogen
daripada V. alginolyticus, V. costicola, dan V. mimicus.

ABSTRACT: Pathogenicity of vibrios isolated from pond sediments on tiger shrimp,

Penaeus monodon. By: Muliani, Muharijadi Atmomarsono, and Nurhidayah.

This experiment aimed to determini the pathogenecity of vibrios isolated from pond sediments
on tiger shrimp, Penaeus monodon. This experiment was conducted in wet laboratory of the Re-
search Institute for Coastal Fisheries including several activities i.e. (1) Isolation and identification
of vibrios from pond sediments, (2) Cultivation the identified vibrios in nutrient broth medium, (3)
Inoculation of 102, 10¢, and 10° cfu/mL of V. alginolyticus, V. costicola, V. harveyi, or V. mimicus
separately in the shrimp culture media, and (4) Monitoring the population of inoculated vibrios (V.
alginolyticus, V. costicola, V. harveyi, and V. mimicus) and mortality of tiger shrimp completely
factorial randomized design was applied. Statistical analysis showed that mortality of the tiger
shrimp after 24-h exposure with 10¢ cfu/mL of V. harveyi was significantly higher (P<0.05) than
those of the other treatments. After 96-h exposure, mortality of tiger shrimp in 10¢ cfu/mL of V.
harveyi was not significantly different (P>0.05) with that of 105 cfu/mL of V. harveyi or V.
alginolyticus, but they were significantly different (P<0. 05) with the other treatments. These re-
sults showed that V. harveyi is the most pathogenic bacteria among the tested vibrios.

KEYWORDS : Vibrio spp., pond sediment, pathogenicity, tiger shrimp

PENDAHULUAN

Di antara beberapa permasalahan yang timbul
dalam usaha budi daya udang windu adalah adanya
serangan penyakit baik di panti benih maupun di
tambak. Rukyani (1993) melaporkan bahwa akibat
adanya serangan penyakit, hanya sekitar 40% dari
seluruh areal pertambakan di Indonesia yang masih
beroperasi, sehingga menimbulkan kerugian yang
cukup besar. Selanjutnya dikatakan bahwa sekitar
150 milyar rupiah per tahun hilang dari areal
pertambakan di Jawa Timur dan sekurang-kurangnya
300 milyar rupiah telah hilang per tahunnya dari
seluruh areal pertambakan di Indonesia. Salah satu
jenis penyakit yang cukup membahayakan udang

adalah vibriosis yang disebabkan oleh bakteri Vibrio.
Masuknya bakteri Vibrio dalam usaha budi daya
udang di tambak dapat berasal dari air laut dan benur
yang digunakan. Boer et al. (1993) melaporkan
bahwa induk yang berasal dari laut positif membawa
bakteri bercahaya sehingga dapat menular pada
benur (larva) dan bakteri tersebuut akhirnya terbawa
masuk ke tambak.

Bakteri Vibrio merupakan bakteri gram negatif
yang berbentuk batang (rods), bersifat anaerobik
fakultatif, katalase dan oksidase positif, dapat
memfermentasi gula dan menguraikan nitrat (Lewis,
1973; Austin & Austin, 1993; Alsina & Blanch, 1994:
Baumann et al., 1994).
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Jenis bakteri Vibrio yang ditemukan menyerang
udang antara lain V. harveyi (Lightner, 1988 & 1992
Boer et al.. 1993; Jiravanichpaisal et al., 1994
Atmomarsono et al.. 1995). Bakteri ini menyerang baik
larva udang di panti-panti perbenihan maupun udang
yang dibudidayakan di tambak. Penyakit yang
ditimbulkan oleh bakteri ini dikenal dengan nama
penyakit kunang-kunang atau penyakit udang
menyala. Pada kondisi gelap, larva udang yang
terserang V. harveyi akan bercahaya dalam tangki
pemeliharaannya, sedangkan udang yang dipelihara
di tambak tampak bercahaya jika air tambak diterpa
angin. Selain V. harveyi, juga diidentifikasi jenis Vibrio
lain yang menyerang udang di tambak, antara lain V
parahaemolyticus, V. alginolyticus, dan V. anguillarum
(Anderson et al.. 1988; Lightner et al., 1992; Nash et
al., 1992: Partasasmita, 1993; Chen & Hanna, 1994,
Abraham & Manley, 1995; Chanratchakool et al.,
1995). Udang yang terserang Vibrio biasanya
menunjukkan gerakan yang lemah dan menyentak-
nyentak, kulit karapas rusak dan berwarna coklat atat
hitam, dan kadang-kadang berwarna merah di bagian
ekor atau kaki renangnya (Rukyani, 1993).

Sedimen tambak merupakan salah satu media
pertumbuhan bakteri, baik yang bermanfaat maupun
yang merugikan. Pemberian pakan yang tidak
terkontrol selama proses budi daya mengakibatkan
akumulasi limbah organik di dasar tambak, sehingga
menyebabkan terbentuknya lapisan anaerob yang
menghasilkan H,S dan bahan toksik lainnya (Ander-
son et al., 1988). Akibatnya bakteri patogen
(Aeromonas spp. dan Vibrio spp.), jamur, parasitdan
virus mudah berkembang dan memungkinkan
timbulnya penyakit pada udang (Austin, 1987;
Lightner et al., 1992; Nash et al., 1992; Atmomarsono
et al. 1993; Madeali et al., 1993, Muliani &
Mangampa, 1993; Tompo et al., 1993). Hasil isolasi
dan identifikasi bakteri Vibrio spp. pada sedimen
tambak mineral dan tambak tanah gambut ditemukan
beberapa bakteri Vibrio, antara lain Vibrio sp., V.
alginolyticus, V. anguillarum, V. cholerae, V
costicola, V. harveyi, V. mimicus, V. nereis, dan V
tubiashii (Muliani & Hanafi 1997; Muliani et al., 1997)
Keberadaan bakteri Vibrio spp. di dalam lingkungan
tambak tidak akan menimbulkan penyakit, jika
kualitas tanah dan air tambak dapat dipertahankan
dan udang tidak dalam keadaan stres.

Tingkat patogenisitas beberapa jenis bakteri
Vibrio yang diisolasi dari air laut, udang dan air
pemeliharaan larva udang telah banyak dilakukan
(Lavilla-Pittago et al., 1990; Karunasagar et al., 1994,
Prayitno & Latchford, 1995). Penelitian ini ditujukan
untuk mengetahui tingkat patogenisitas beberapa
jenis bakteri Vibrio spp. yang diisolasi dari sedimen
tambak terhadap udang windu.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Basah Balai
Penelitian Perikanan Pantai, dengan tahapan kerja
sebagai berikut:Isolasi dan identifikasi bakteri Vibrio
spp. dari sedimen tambak

Sedimen tambak diambil dengan menggunakan
bor tanah berdiameter 10 cm yang di dalamnya
dilengkapi dengan cincin-cincin pembatas. Sedimen
dibawa ke Laboratorium Patologi Balai Penelitian
Perikanan Pantai menggunakan botol sampel steril.
Isolasi bakteri Vibrio dilakukan dengan cara
mengambil 1 g sedimen yang kemudian diencerkan
dengan menggunakan larutan air laut buatan (Muir &
Owens, 1996). Setelah itu diinokulasikan satu mL ke
dalam media TCBS ( Thiosulfate Citrate Bile Sucrose)
broth dalam multiwell plate 24 lubang (Muir & Owens,
1996) dan kemudian diinkubasi pada suhu 28°C
selama 48 jam. Pemisahan koloni bakteri Vibrio
dilakukan menggunakan TCBS agar dalam cawan
petri, sedangkan uji karakterisasi untuk identifikasi
spesies dilakukan berdasarkan metode yang
dikemukakan oleh Austin (1991); Austin & Austin
(1993); Alsina & Blanch (1994); Baumann et al., 1994,
Brock et al. (1994); Muir (1996a). Untuk menentukan
spesies dari bakteri Vibrio, data hasil uji biokimia yang
diperoleh diolah dengan menggunakan perangkat
lunak Fortran Computer Progam (Muir, 1996b). Isolat
bakteri Vibrio spp. yang diperoleh diremajakan secara
berkala untuk selanjutnya diuji patogenisitasnya.

Perbanyakan bakteri Vibrio spp.

Sebelum dilakukan perbanyakan bakteri dalam
nutrient broth untuk infeksi buatan ke dalam media
pemeliharaan udang, dilakukan uji pendahuluan untuk
pendugaan kepadatan bakteri dengan cara sebagai
berikut yaitu isolat bakteri dari sedimen tambak
ditumbuhkan pada media TCBS agar dalam cawan
petri selama 48 jam pada suhu 28°C, kemudian diambil
sebanyak 15 jarum ose dan ditumbuhkan pada nutri-
ent broth volume 100 mL selama 48 jam pada suhu
28°C dengan tiga ulangan. Penghitungan populasi
bakteri dalam nutrient broth dilakukan dengan cara
pengenceran bertingkat (10", 10, 10°, 10* dan
seterusnya), yaitu tiap 1 mL larutan bakteri diencerkan
ke dalam 9 mL larutan garam fisiologis (Benson, 1985).
Kemudian dari masing-masing pengenceran diambil
0,1 mL dan ditumbuhkan pada media TCBS agar
dalam cawan petri selama 48 jam pada suhu 28°C.
Setelah diketahui populasi bakteri dalam nutrient broth,
maka volume suspensi bakteri dalam nutrient broth
yang akan diinfeksikan ke dalam media pemeliharaan
udang windu dapat dihitung dengan menggunakan
rumus pengenceran sebagai berikut:
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N1V1 = N2V2
dengan
N1 = Kepadatan populasi bakteri Vibrio dalam nutri-
ent broth

V1 = Volume suspensi bakteri Vibrio dalam nutrient
broth yang dibutuhkan

N2 = Kepadatan populasi bakteri yang dikehendaki

V2 = Volume media air dalam wadah pemeliharaan
udang windu

Infeksi buatan bakteri Vibrio ke dalam
wadah pemeliharaan udang windu

Stoples yang berkapasitas 3 L sebanyak 39 buah
digunakan sebagai wadah penelitian. Setiap stoples
diisi air laut bersalinitas 25 ppt sebanyak 2 L yang
telah disterilkan dengan kaporit 150 mg/L dan
dinetralisir dengan Natrium Tiosulfat 75 mg/L. Pada
setiap stoples ditebarkan 10 ekor udang windu PL
45 sebagai hewan uji. Infeksi bakteri terhadap benur
windu dilakukan dengan cara perendaman (Hameed,
1995). Bakteri V. alginolyticus, V. costicola, V.
harveyi, dan V. mimicus yang diisolasi dari sedimen
tambak diuji patogenisitasnya terhadap udang windu
dengan kepadatan 10, 10 dan 108 cfu/mL, masing-
masing dengan tiga ulangan.

Pengamatan perkembangan populasi bakteri
dan mortalitas udang windu, P. monodon

Perkembangan populasi bakteri Vibrio dalam air
media pemeliharaan udang pada setiap perlakuan
diamati setiap 24 jam hingga 96 jam perendaman.
Sedangkan mortalitas udang windu diamati sejak
diinfeksi dengan bakteri Vibrio hingga 96 jam
perendaman. Data mortalitas udang yang diperoleh
dianalisis ragam dan dilanjutkan dengan uji Beda
Nyata Terkecil (BNT) dengan bantuan perangkat
lunak “Statistik versi 3"

HASIL DAN BAHASAN

Identifikasi Bakteri Vibrio pada Sedimen
Tambak

Keempat jenis bakteri Vibrio spp. yang digunakan
dalam penelitian ini merupakan bakteri yang diisolasi
dari sedimen tambak udang. Hasil identifikasi secara
biokimiawi menunjukkan bahwa keempat jenis
bakteri tersebut adalah V. alginolyticus, V. costicola,
V. harveyi, dan V. mimicus. Hasil uji biokimiawi dari
masing-masing jenis bakteri Vibrio tersebut disajikan
pada Tabel 1. Dari Tabel tersebut terlihat bahwa
masing-masing jenis bakteri mempunyai sifat
biokimiawi yang berbeda satu sama lain. Beberapa
strain (galur) dari V. harveyi mampu mereduksi lisin
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dan ornitin, tetapi tidak terhadap arginin,
menghasilkan asam dari kellobiosa, glukosa, sukrosa
dan dapat mereduksi nitrat dengan Voges-Proskauer
(VP) negatif (Austin & Austin, 1993). Selanjutnya
dikatakan bahwa di antara strain dari V. alginolyticus
ada yang mampu menghasilkan H,S, indol, ornitin
dekarboksilase, dan Voges-Proskauer positif. Alsina
& Blanch (1994) melaporkan bahwa beberapa strain
V. costicola mampu memproduksi arginin, Voges-
Proskauer positif dan mampu mereduksi nitrat,
sedangkan strain V. mimicus beberapa di antaranya
memproduksi lisin dan dapat tumbuh pada suhu 40°C
dengan indol positif tetapi Voges-Proskauer negatif,
dan dapat mereduksi nitrat.

Uji perbanyakan bakteri Vibrio

Hasil uji pendahuluan terhadap perbanyakan
bakteri V. alginolyticus, V. costicola, V. harveyi, dan
V. mimicus menggunakan media nutrient broth 100
mL yang diinkubasi selama 48 jam pada suhu 28°C
masing-masing mencapai kepadatan 109, 109, 108,
dan 109 cfu/mL. Hal ini menunjukkan bahwa pada
kondisi yang sama perkembangan populasi bakteri
V. harveyilebih lambat dibanding ketiga bakteri Vibrio
lainnya.

Perkembangan populasi bakteri Vibrio
dalam wadah pemeliharaan udang windu

Perkembangan bakteri V. harveyi dalam wadah
pemeliharaan udang windu disajikan pada Gambar
1. Pada gambar tersebut terlihat bahwa pada 24 jam
pertama dengan konsentrasi inokulum 102 cfu/mL,
V. harveyi memperlihatkan perkembangan populasi
yang lebih lambat (5,5x10° cfu/mL) dibanding dengan
ketiga jenis vibrio lainnya yaitu V. alginolyticus
(1,0x10° cfu/mL), V. costicola (1,2x10° cfu/mL), dan
V. mimicus (1,0x10° cfu/mL ). Dari gambar tersebut
telihat pula bahwa populasi bakteri meningkat pada
hari pertama, tetapi cenderung menurun setelah hari
ke dua dan ke tiga dan meningkat lagi pada hari ke
empat. Hal ini sesuai dengan pendapat
Atmomarsono et al. (1995) yang mengatakan bahwa
pergantian air tambak yang menggunakan air tandon
dianjurkan setelah air ditandon selama tiga hari. Hal
ini disebabkan populasi bakteri akan menurun
setelah tiga hari ditampung dalam petak tandon.

Mortalitas udang windu

Hasil pengamatan terhadap mortalitas udang
windu yang diinfeksi dengan beberapa jenis bakteri
Vibrio dapat dilihat pada Tabel 2. Pada Tabel tersebut
terlihat bahwa pada perendaman 24 jam dengan
kepadatan 10? dan 104 cfu/mL, keempat jenis bakteri
belum menyebabkan kematian yang berbeda
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Tabel 1. Hasil uji biokimiawi bakteri Vibrio yang digunakan sebagai bioindikator
Table 1. Biochemical test of vibrios used as bioindicator

Tes Biokimiawi Jenis Bakteri (Kind of Bacteria)

(Biochemical test) V. alginolyticus V. costicola V. Harveyi V. mimicus
Swarming - + + -
Luminescence - - - -

VP test + - - -
Arginine dihydrolase - + - .

Gas from glucose - - - -

Growth at 40°C + - + +
Lysine decarboxylase + - + +
Pigmentation t t t t
Amylase + - + +
Sucrose + + + -
Indole - - - -
Ornithine decarboxylase + - + +
Putriscine - - - -
Ethanol - - - -
Serine + - -
Heptanoate + - + +
Xanthine - - - -
Aminobutyrate - - - -
L-Arabinose - - - -
D-Cellobiose + - + +
Glucuronate ;4 4 E 1
Alfa-ketoglutarate - - - -
L-alanine + + + +
Leucine + + - +
Propionate + + + +
24 hours 48 hours 72 hours 96 hours
— 74 . :
|
E 6
= 8 5
25
=]
8 .(\g 2 |
L1
®
QD 0 g o >
Waktu / Time
_e— Vibrio alginolyticus _g  Vibrio costicola —a— Vibrio harveyi
—y Vibrio mimicus —x— Control

Gambar 1. Perkembangan populasi bakteri dalam wadah pemeliharaan udang
windu P. monodon selama 96 jam

Figure 1. The growth of bacteria population of tiger shrimp P. monodon in cultured
medium during 96 hours
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(P>0,05) dengan kontrol. Tetapi pada kepadatan 108
cfu/mL V. harveyitelah menyebabkan kematian lebih
banyak (P<0,05) dibanding perlakuan yang lainnya.
Hal ini menunjukkan bahwa V. harveyi yang
digunakan dalam penelitian ini lebih bersifat patogen
dibanding dengan V. alginolyticus, V. costicola, dan
V. mimicus. Uji patogenisitas bakteri V. harveyi
terhadap udang windu dengan metode penyuntikan
yang dilakukan oleh Jiravanichpaisal et al. (1994)
menyebabkan kematian udang 80% setelah 24 jam.

Pada masa perendaman 48 jam dengan
kepadatan 10%dan 10%, V. alginolyticus, V. costicola,
dan V. mimicus belum menyebabkan kematian yang
berbeda (P>0,05), tetapi ketiganya nyata kurang
patogen (P<0,05) bila dibandingkan dengan V.
harveyi pada kepadatan 10° cfu/mL yang telah
mematikan 53,3% udang uji. Tingkat kematian udang
tersebut masih relatif lebih rendah dibandingkan yang
dilaporkan oleh Lavilla-Pitogo (1990) dan Prayitno &
Latchford (1995) masing-masing sebesar 69,0% dan
51,5% dengan kepadatan bakteri 10° cfu/mL dan
masa perendaman 48 jam. Hal ini menunjukkan
bahwa dengan kepadatan 10°cfu/mL Vibrio harveyi
sudah patogen terhadap udang windu, sementara
ketiga jenis Vibrio lainnya belum tergolong patogen.

Seperti halnya pada masa perendaman 24 dan
48 jam, pada perendaman 72 jam V. alginolyticus,
V. costicola, dan V. mimicus belum menyebabkan

kematian yang berbeda nyata (P<0,05) untuk semua
tingkat kepadatan. Pada kepadatan 10 cfu/mL. V.
harveyi menyebabkan kematian yang lebih banyak
(P<0,05) dibandingkan dengan V. alginolyticus (102
cfu/mL), V. costicola (10% dan 10¢ cfu/mL), V. harveyi
(10% cfu/mL), serta kontrol. Sedangkan kematian
udéng windu pada kepadatan V. harveyi 108 cfu/mL
berbeda nyata (P<0,05) dengan perlakuan lainnya,
dengan kematian udang telah mencapai 93,3%. .

Pada perendaman 96 jam, V. alginolyticus dengan
kepadatan 10° cfu/mL, menyebabkan kematian
sebesar 50%, sedangkan V. harveyi pada kepadatan
10* dan 10° cfu/mL telah menyebabkan kematian
masing-masing sebesar 66,7% dan 100%.
Karunasagar et al. (1994) mengemukakan bahwa
pada kepadatan 10° cfu/mL, V. harveyiyang diisolasi
dari air laut dan tangki pemeliharaan larva udang
windu menyebabkan kematian terhadap post larva
udang windu masing-masing sebesar 90% dan 100%
setelah hari ke lima.

Secara statistik kematian udang uji oleh V.
alginolyticus dengan kepadatan 10° cfu/mL dan V.
harveyi dengan kepadatan 10* cfu/mL adalah tidak
berbeda nyata (P>0,05), sedangkan pada kepadatan
yang sama, V. harveyinyata lebih patogen (P<0,05)
dari pada V. alginolyticus, V. costicola, dan V.
mimicus. Dua jenis Vibrio terakhir bahkan dapat
dikatakan tidak patogen terhadap udang windu PL45

Tabel 2. Rata-rata tingkat kematian udang windu P. monodon selama 96 jam perendaman
Table 2. Average mortality rate (%) of tiger shrimp P. monodon during 96 hour incubation

Lama Perendaman (incubation time)

Perlakuan Awal penebaran (ekor)
Treatments Stocking density (pcs) &4 Jam el Lo fajam 24 A
24 hours 48 hours 72 hours 96 hours

V. alginolyticus
102 cfu/mL 30 0(0.0° 2671 2(6.79 3(10.09)
10% cfu/mL 30 0 (0.0% (3.3°)  4(13.3¢) 7 (23.3¢%9)
108 cfu/mL 30 2(8.7° 5(16.7°°)  9(30.0° 15 (50.0)
V_Costicola
102 cfu/mL 30 2(8.7°) 4(13.3°) 4(13.3%%) 5 (16.7°%
10* cfu/mL 30 0 (0.0°) 0 (0.0%) 2 (6.7°) 5 (16.7%9)
108 cfu/mL 30 0 (0.0° 2 (6.7°) 5(16.7°)  5(16.7°9)
V. harveyi
102 cfu/mL 30 1(3.3%) 2.7 3 (10.0°¢) 4 (13.39)
10* cfu/mL 30 2 (6.7°) 5(20.0°) 9(30.0° 20 (66.7°9)
108 cfu/mL 30 0(0.0 16(53.3%) 28(93.3%) 30 (1007

V. mimicus
102 cfu/mL 30 0 (0.0°) 0 (0°) 1 (3.3%) 2 (6.79)
10* cfu/mL 30 0 (0.0°) 0 (0°) 1(3.3°) 4 (13.3%9)
10° cfu/mL 30 0 (0.0°) 1(3.3° 3(10.0°) 7 (23.3%9)

Kontrol (Control) 30 0 (0.0°) 0 (0°) 2 (6.7° 3 (10.0°)

Angka dalam kolom dikufi huruf yang sama tidak berbeda nyata (P>0,05)
Values in brackets followed by the same superscript in the same column are not significantly different (P>0.05).
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dalam perendaman selama 96 jam, dengan kematian
yang ditimbulkannya tidak berbeda nyata (P>0,05)
dengan kontrol (Tabel 2).

KESIMPULAN

1. Dengan kepadatan bakteri dan masa perendaman
yang sama didapatkan bahwa V. harveyi
tergolong lebih patogen daripada V. alginolyticus,
V. costicola, dan V. mimicus.

2. Tingkat kematian udang windu yang diinfeksi
dengan V. harveyi 10° cfu/mL pada masa
perendaman 24 jam lebih tinggi (P<0,05) daripada
perlakuan yang lainnya.

3. V. alginolyticus patogen terhadap udang windu
pada kepadatan 10° cfu/mL dengan masa
perendaman 48 jam atau 10“ cfu/mL dengan masa
perendaman 96 jam.

4. V. costicola dan V. mimicus yang berasal dari
sedimen tambak tergolong bakteri yang tidak
patogen terhadap udang windu.
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